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Banana  leaf  streak  disease,  caused  by  several  species  of  Banana  streak  virus  (BSV),  is 21 
widespread  in  East Africa. We  surveyed  for  this  disease  in Uganda  and  Kenya,  and  used 22 




badnaviruses,  including  conserved  functional domains present  in  the putative polyprotein 27 
encoded by open reading frame (ORF) 3. Based on nucleotide sequence analysis within the 28 











Bananas  (Musa  spp)  are  hosts  to  several  badnaviruses  collectively  named  banana  streak 38 
virus  (BSV,  genus  Badnavirus,  family  Caulimoviridae).  BSV  infection  causes  leaf  streak 39 
disease which is characterised by distinct chlorotic and necrotic flecking on leaves, as well as 40 
a  range  of  other  symptoms  including  distortion  of  leaves  and  petioles,  stem  cracking, 41 
abnormal bunch development and death of the growing point (Dahal et al., 2000). Although 42 
found  in most  banana  growing  regions,  leaf  streak  is  the most  frequently  observed  viral 43 
disease  of  banana  in  the  Americas  and  most  of  Africa  (Geering,  2009;  and  references 44 
therein). The disease  is particularly widespread  in both Uganda (Harper et al., 2004, 2005) 45 
and Kenya (Karanja et al., 2008). 46 











GF  virus  (BSGFV) and Banana  streak MY  virus  (BSMYV), previously Banana  streak Mysore 58 
virus,  are  now  recognised  by  the  International  Committee  on  the  Taxonomy  of  Viruses 59 
4 
 
(ICTV)  (Geering, 2010), while a  fourth species, Banana streak VN virus  (BSVNV, previously 60 
Banana  streak  acuminata Vietnam  virus)  has  also  recently  been  proposed  based  on  full‐61 
length  sequence  analyses  (Lheureux  et  al.,  2007). However, many  other  BSV  species  are 62 
thought to exist based on the analyses of numerous reported partial sequences. Geering et 63 
al.,  (2000;  2005A)  reported partial  sequences of  two BSV  isolates  from Australia  (named 64 
Banana  streak  Cavendish  virus  (BSV‐Cav)  and  Banana  streak  Imové  virus  (BSImV)), while 65 
Harper  et  al.,  (2005)  reported  the  presence  of  13  distinct  BSV  sequence  groups  from 66 
Uganda, named consecutively as Banana streak Uganda A virus to Banana streak Uganda M 67 








et  al.,  1999;  Dallot  et  al.,  2001;  Côte  et  al.,  2010).  Although  many  other  endogenous 76 
badnavirus  sequences  occur  in  the  banana  genome,  these  have  no  known  episomal 77 
counterparts and are not known to give rise to episomal  infections (Geering et al., 2005A). 78 
While  endogenous  badnaviruses  occur  in  genetic  backgrounds which  include  both Musa 79 




As  part  of  a  Grand  Challenges  in  Global  Health  initiative  funded  by  the  Bill  and 82 
Melinda  Gates  Foundation,  we  have  been  developing  a  diagnostic  capacity  for  banana 83 
viruses  in  East  Africa  with  a  specific  focus  on  BSV.  Diagnostic  tests  for  BSV  have  been 84 











For consistency  throughout  the  remainder of  this manuscript, we have elected  to use  the 96 




referred  to  as  Banana  streak  UA  virus  (BSUAV);  Banana  streak  Uganda  I  virus  (BSUgIV; 101 








Leaf  samples  were  collected  from  banana  plants  displaying  the  chlorotic  and  necrotic 108 































Ug1  GAACTGACAGTAGCGCAATCG  GACTTGGCTTGCCTGAGTATCG  943  60  6282‐7224 
Ug8  GAATCCTCAAAGGTACCCC  CATGAGGTCAAGCATATGC  619  50  435‐1053 
Ug12  GACGAGCTGCAAGCTCTCAGG  TGTGCCTATTCTGAGGTTGG  467  50  973‐1439 
Ke8  CTCAGCGGCAAGATTAGGAAGG  TCCCCATTGGTCGTCATTGC  517  60  6513‐7029 
Ke10  GCTAGGAAGAAAAGTCTGGG  TGCAAGTCTACTTACACAGC  475  50  7417‐122 











Cultivar    Genotype    Virus specific PCR test 
        BSUAV  BSUIV  BSULV  BSUMV  BSCAV  BSIMV 
Calcutta 4    AA    ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
Pisang Oli    AA    ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
Yangambi km5    AAA    ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
NC‐301    AAA    ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
FHIA‐17    AAAA    ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
Da Jiao    ABB    ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
Ainu    AAB    ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  + 
SH‐3460.10    AAAB    ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
FHIA‐03    AABB    ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  + 
Balonkawe    ABB    ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  + 
Goly Goly Pot Pot    ABB    ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  + 








described  previously  (James  et  al.,  2011).  In  all  cases,  at  least  three  independent  clones 143 
were  sequenced  in  both  directions  to  determine  a  consensus  sequence.  Putative 144 
identification of cloned fragments was made by comparison to sequences in NCBI database 145 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  using  the  Basic  local  alignment  search  tool  (BLAST) 146 
programs. According  to  the  ICTV criteria  (Hull et al., 2005)  for species demarcation within 147 
the genus Badnavirus,  sequence differences within  the RT/RNaseH‐coding  region of more 148 
than 20% are considered distinct badnavirus species. Sequence comparisons were based on 149 
a  529  bp  region  of  the  RT/RNaseH‐coding  region  delimited  by  the  BadnaFP/RP  primers 150 
reported  in Yang et al.  (2003).  In cases where BSV  isolates were  identified  for which  full‐151 
length sequences had not been previously reported, the complete sequence was obtained 152 
by  primer‐walking.  The  sequence  spanning  putative  restriction  sites  was  confirmed  by 153 





at  72°C  for  2 min.  Reactions  products were  electrophoresed  through  1.5%  agarose  gels, 159 









PCR  primers  for  detection  of  each  virus were  designed  from  sequences  obtained  in  this 167 
study (Table 1), with the exception of BSCAV, for which previously published primers were 168 




Full‐length  sequences  were  assembled  in  VectorNTI  Advance  v.11  (Invitrogen  Corp, 173 
Carlsbad,  CA), which was  subsequently  used  for  the  identification  of  putative ORFs  and 174 
other conserved genomic features of badnaviruses, as well as translation of putative ORFs 175 




(2010). RT/RNaseH  sequences were aligned using  the CLUSTAL W algorithm  in MEGA 4.0 180 









Kenyan  leaf  samples  (Ke8,  10  and  171)  and  was  subjected  to  RCA.  The  products  were 188 





When  the restriction  fragment/s  from Ug1, Ug12, Ke8 and Ke171 were cloned and 194 





a  contiguous  full‐length  sequence was  obtained.  The  sequence  of  the  RT/RNaseH‐coding 200 
region showed 97‐99% similarity to BSIMV.  201 






Ug8  isolate was  subsequently  obtained  from  alignment  of  sequences  obtained  from  the 206 
StuI‐  and  PstI‐derived  fragments  and  from  PCR‐derived  sequences  used  to  confirm  the 207 





presented  in Table 3. The  complete genomic  sequences of BSUAV  (sample Ke8, Genbank 213 
accession  number  HQ593107),  BSUIV  (Ug8,  accession  number  HQ593108,  BSULV  (Ug1, 214 
accession number HQ593109), BSUMV (Ug12, accession number HQ593110), BSIMV (Ke10, 215 
accession number HQ593112) and BSCAV (Ke171, accession number HQ593111) comprised 216 
7519,  7458,  7401,  7532,  7769  and  7408  bp,  respectively.  For  consistency with  previous 217 
conventions,  numbering  of  each  of  the  genomes  begins  with  the  5’  nucleotide  of  the 218 
putative tRNAmet priming site. Each of the six genomes contained three ORFs and, with the 219 
exception of BSIMV ORF1, a conventional ATG  initiation codon was present for all ORFs. A 220 
non‐conventional CTG  initiation codon was predicted  for BSIMV ORF1 based on  sequence 221 
comparisons with both BSMYV and BSVNV. The predicted size of proteins encoded by the 222 
putative ORFs identified for each sequence is included in Table 3. The size of the intergenic 223 
region  in  all  six  virus  genomes  ranged  from  963  nt  (BSUAV)  to  1234  nt  (BSIMV)  and 224 
contained  a  region  with  between  16‐18  nucleotides  complementary  to  the  consensus 225 





















  (nt)    (nt)  (codon use)  (kDa) (nt)  (codon use)  (kDa)    (nt)  (codon use)  (kDa)     
                         
Banana streak UA virus  7519    534  483‐1016  20.9  390  1013‐1402  14.3    5637  1402‐7038  216  ctcTATATAAgga <56>  aataag 
(BSUAV)      (atg‐tga)      (atg‐taa)        (atg‐taa)       
                               
Banana streak UI virus  7458    561  502‐1062  21.6  336  1059‐1394  12.3    5514  1395‐6908  211  ctcTATATAAgga <66>  aataaa 
(BSUIV)      (atg‐tga)      (atg‐taa)        (atg‐taa)       
                               
Banana streak UL virus 7401    561  532‐1092  21.8  339  1089‐1427  12.3    5502  1430‐6931  211  ctcTATATAAgga <64>  gataag 
(BSULV)      (atg‐tga)      (atg‐taa)        (atg‐tga)       
                               
Banana streak UM virus 7532    564  622‐1185  21.7  312  1182‐1493  11.7    5547  1497‐7043  213  ggcTATATATAggt <45>  aataaa 
(BSUMV)      (atg‐tga)      (atg‐tag)        (atg‐taa)       
                               
Banana streak IM virus 7769    531  668‐1198  20.9  393  1195‐1587  14.3    5613  1590‐7202  215  atcTATAA‐‐gag <74>  aataaa 
(BSIMV)      (ctg‐tga)      (atg‐taa)        (atg‐taa)       
                               
Banana streak CA virus 7408    531  515‐1045  21.1  405  1042‐1446  14.7    5511  1446‐6956  212  ctcTATAAATAgga <55>  aataag 





the presence of  several motifs  that are highly  conserved  in badnavirus proteins  including 230 
movement, RNA‐binding  (zinc‐finger motif), aspartyl proteinase,  reverse  transcriptase and 231 
RNaseH. 232 
Phylogenetic  analysis  of  the  RT/RNaseH  region  from  full‐length  known  episomal 233 
badnavirus  sequences  showed  that  the  three  Ugandan  BSVs  (BSUIV,  BSULV  &  BSUMV) 234 
clustered  together  and  that  these  viruses  were  more  closely  related  to  the  sugarcane‐235 
infecting  badnaviruses  than  to  other  banana‐infecting  badnaviruses  (Fig.  1).  Two  Kenyan 236 
BSVs, BSUAV and BSCAV, were  shown  to be  closely  related and  these  formed a  separate 237 
cluster with BSOLV (Fig. 1). The Kenyan BSIMV did not cluster according to provenance but 238 
instead was  found  to  be most  closely  related  to  BSVNV.  Pair‐wise  nucleotide  similarities 239 
within  the  RT/RNaseH‐coding  region  of  full‐length  sequences  derived  from  the  six  BSV 240 












Figure  1  Phylogenetic  tree  using  neighbour‐joining  method  (Kimura  2‐parameter  model  with 251 
bootstrapping  (1000  replicates))  of  the  RT/RNaseH  region  of  selected  badnaviruses.  Rice  tungro 252 
bacilliform virus (RTBV; genus Tungrovirus) and Cauliflower mosaic virus (CaMV; genus Caulimovirus) 253 
were used as out‐groups to the genus Badnavirus. GenBank accession numbers are: Banana streak 254 
OL  virus  (BSOLV;  GenBank  accession  NC_003381),  Banana  streak  MY  virus  (BSMYV;  GenBank 255 
accession NC_006955), Kalanchoe top‐spotting virus (KTSV; GenBank accession NC_004540), Banana 256 
streak VN  virus  (BSVNV; Genbank accession AY750155), Banana  streak GF  virus  (BSGFV; GenBank 257 
accession NC_007002), Commelina yellow mottle virus  (ComYMV; GenBank accession NC_001343), 258 
Cacao swollen shoot virus (CSSV; GenBank accession NC_001574), Citrus yellow mosaic virus (CiYMV; 259 
GenBank  accession  NC_003382),  Dioscorea  bacilliform  SN  virus  (DBV;  GenBank  accession 260 
DQ822073), Taro bacilliform virus (TaBV; Genbank accession AF357836), Bougainvillea chlorotic vein 261 
banding  virus  (BCVBV;  GenBank  accession  EU034539),  Sugarcane  bacilliform  IM  virus  (SCBIMV; 262 
GenBank  accession  NC_003031),  Sugarcane  bacilliform  MO  virus  (SCBMOV;  GenBank  accession 263 










































  BSCAV  BSUAV  BSOLV  BSGFV  BSUIV  BSULV  BSUMV  SCBIMV  SCBMOV  BSMYV  BSIMV  BSVNV  KTSV 
BSCAV    23.2  26.1  38.3  45.8  43.1  47.1  50.8  47.9  38.9  33.5  34.8  37.4 
BSUAV      30.6  40.0  45.6  46.3  48.6  51.2  52.8  37.3  35.7  34.4  37.0 
BSOLV        43.4  44.4  48.2  46.4  53.6  50.8  38.0  28.0  38.2  34.6 
BSGFV          50.3  47.8  47.9  58.1  53.9  45.2  42.1  40.2  41.9 
BSUIV            23.2  27.9  38.1  34.2  47.8  52.7  49.9  50.4 
BSULV              26.1  39.2  35.6  48.2  50.3  51.2  53.0 
BSUMV                42.3  35.8  48.8  48.9  47.6  50.4 
SCBIMV                  25.0  59.0  57.4  60.3  60.0 
SCBMOV                    52.7  54.5  54.2  56.3 
BSMYV                      43.3  38.6  39.5 
BSIMV                        27.0  37.8 
BSVNV                          36.8 





detected  in extracts  from any of the 12 banana cultivars tested  for BSUAV, BSUIV, BSULV, 270 
BSUMV or BSCAV, amplicons of  the expected size were detected  in extracts derived  from 271 
the four banana cultivars Ainu, FHIA‐3, Balonkawe and Goly Goly Pot Pot tested for BSIMV 272 
(Table 2).   These  results  indicated  that,  for BSUAV, BSUIV, BSULV, BSUMV or BSCAV,  the 273 
sequences delimited by  these primers were not present  as either episomal or  integrated 274 






badnavirus  genome  organisation  and  contained  the  conserved  motifs  characteristically 281 
found  in  the  putative  ORF  3  polyprotein  of  badnaviruses.  Based  on  the  criteria  for 282 
recognition  of  distinct  species  in  the  genus  Badnavirus  (a  difference  in  the  nucleotide 283 
sequence of the RT/RNaseH‐coding region of more than 20% (Hull et al., 2005)), we propose 284 
that the six isolates should be recognised as new BSV species and be designated as BSUAV, 285 
BSUIV, BSULV, BSUMV, BSIMV  and BSCAV  based  on  a  recent  amendment  to  the  naming 286 
convention  for  badnaviruses  (Geering,  2010).  The  results  from  this  study  confirm  the 287 
presence, in Uganda, of three of the 13 putative BSV species reported previously (Harper et 288 
al., 2005).  Further,  this  is  the  first  report of BSCAV  from Kenya,  and  confirms  a previous 289 
report of BSUAV and BSIMV  in Kenya using  IC‐PCR  (Karanja et al., 2008).  Importantly,  the 290 






identified  three  distinct  clades  of  banana‐infecting  badnaviruses  (Harper  et  al.,  2005; 295 




badnavirus  species  originating  from  banana.  Interestingly,  however,  the  sequence  of  our 300 
BSCAV  isolate  also  showed  93‐96%  homology  at  the  nucleotide  level  to  six  unpublished 301 
Sugarcane bacilliform virus (ScBV)  isolates  in the GenBank database. As such, ScBV  isolates 302 
now  appear  to  group  within  two  different  clades  (clades  1  and  3),  suggesting  that  the 303 
movement of badnaviruses across the host‐plant boundary between sugarcane and banana 304 
has likely occurred on more than one occasion.  305 
Several  authors  (Bousalem  et  al.,  2008;  Gayral  and  Iskra‐Caruana,  2009)  have 306 
reported  a  close  phylogenetic  relationship  between  BSULV  and  the  proposed  BSUgKV 307 
identified by Harper et al  (2005). A comparison of the RT/RNaseH‐coding sequence of our 308 











BSULV, BSUMV or BSCAV, while  four plants, all  containing B‐genomes,  tested positive  for 318 
BSIMV.  The  detection  of  integrated  BSIMV  sequences  in  banana  accessions  with  a  M. 319 
balbisiana genome  component  is  consistent with previous  reports  (Geering et al., 2005A, 320 
Gayral et al., 2010). Further, when the sequences of the core RT/RNaseH‐coding region of 321 
the  six  BSV  species  described  in  this  manuscript  were  used  to  search  for  homologous 322 
endogenous sequences (both endogenous badnavirus and Musa genomic BAC sequences) in 323 
GenBank, BSIMV showed 99% homology to several endogenous badnavirus sequences and 324 




species  in  the genotypes  tested,  the  results  suggest  that PCR might be a  suitable  tool  for 329 
diagnosis of these species in bananas with selected genetic backgrounds.  330 
Diagnosis  of  BSV  using  the  non‐sequence  specific  RCA  assay  should  dramatically 331 
improve  the  scope of detection of heterogeneous mixture of  viruses  comprising  the BSV 332 
complex. Further, the full‐length sequences presented here will improve the opportunity to 333 
diagnose BSV  infections using  restriction‐digest based RCA  assays. Additional work  is  still 334 
required, however, to confirm the episomal nature of the additional Ugandan BSV  isolates 335 
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